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略語表
　
本論文中で用いた略語は以下のとおりである。
A/M2 M2 protein of influenza A virus (M2 タンパク質)
BM2 BM2 protein of influenza B virus (BM2 タンパク質)
BM2-TMP a 31-residue  peptide  representing  the  putative  transmembrane  domain
of BM2 (BM2 タンパク質の推定膜貫通領域を含む 31 残基のペプチド)
CD circular dichroism (円二色性)
DPX p-xylene-bis-pyridinium bromide
DTT dithiothreitol (ジチオスレイトール)
HA hemagglutinin (ヘマグルチニン)
HEF hemaglutinin-esterase-fusion protein (HEF タンパク質)
HPLC high performance liquid chromatography (高速液体クロマトグラフィー)
IE18C6 N,N'-bis(2-(3-indolyl)ethyl)-4,13-diaza-18-crown-6
M1 matrix protein M1 (M1 タンパク質)
M2-TMP a 25-residue peptide representing the putative transmembrane domain  
of M2 (M2 タンパク質の推定膜貫通領域を含む 25 残基のペプチド)
NA neuraminidase (ノイラミニダーゼ)
NMR nuclear magnetic resonance (核磁気共鳴)
NP nucleoprotein (核タンパク質)
POPE 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
POPS 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine]
pyranine 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (ピラニン)
RNP ribonucleoprotein (リボ核タンパク質)
i
TFA trifluoroacetic acid (トリフルオロ酢酸)
TFE 2,2,2-trifluoroethanol (トリフルオロエタノール)
TGN trans Golgi network (トランスゴルジネットワーク)
Tris 2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol (トリス)
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序論
 
　インフルエンザは、毎年のように世界各地で流行し、高い罹患率を有する感染症の 
1 つである。その病原となるインフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス科に属し、
核タンパク質 (NP) とマトリックスタンパク質 (M1) の抗原性の違いから A、B、C の 3 つ
の型に分けられる。インフルエンザ患者からのウイルス分離は古く、A 型ウイルスは 
1933 年 (1)、B 型ウイルスは 1940 年 (2)、C 型ウイルスは 1947 年 (3)  にそれぞれ分
離されている。現在、世界で大きな流行を示すヒトのインフルエンザは A 香港型 
(3H2N)、A ソ連型 (H1N1) および B 型であり、また更に、2009 年現在においては、鳥
由来の新型ウイルス (H5N1) のヒトからヒトへの感染の成立による大流行が懸念されて
いる。しかし、未だヒトのインフルエンザの予防法や治療法は十分に確立されていると
はいえず、ウイルスの構造や増殖機構、インフルエンザの発症機構など、基礎研究の
分野にも多くの課題が残されている。
　インフルエンザウイルスは直径約 100 nm の球状ウイルスで、A、B 型は 8 分節、C
型は 7 分節に分かれたマイナス鎖の 1 本鎖 RNA を遺伝子として持ち、脂質膜から成
るエンベロープに覆われている (4)。RNA 分節はそれぞれ NP および 3 種類のウイル
スポリメラーゼのサブユニット (PB1、PB2、PA) と結合し、リボ核タンパク質 (RNP) を形
成している (4)。さらにこれら RNP はエンベロープを裏打ちするように層状に存在し、
ウイルス粒子の構造を保持する役割を持つ M1 と結合している (4)。
　ウイルス粒子表面には糖タンパク質がスパイク状に突き出している。A、B 型インフル
エンザウイルスは粒子表面の糖タンパク質として、ヘマグルチニン (HA) とノイラミニダー
ゼ (NA) の 2 種類を有するが、C 型インフルエンザウイルスは NA 活性を持たない
hemaglutinin-esterase-fusion タンパク質 (HEF) のみを有する (4－6)。A 型インフルエ
ンザウイルスには HA が 9 種類、NA が 15 種類存在するため、その組み合わせにより
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様々な亜型が存在するが、B 型インフルエンザウイルスの HA、NA、C 型インフルエン
ザウイルスの HEF は各々 1 種類であり、B、C 型インフルエンザウイルスには亜型は
存在しない (2, 4－6)。また、インフルエンザウイルスのエンベロープには、糖タンパク
質の他に、数は少ないが、プロトン選択性の高いカチオンチャネルを形成するタンパ
ク質が同定されている (7, 8)。このプロトンチャネルタンパク質は A、B、C 型において
異なり、それぞれ M2 タンパク質 (A/M2) (9,  10)、BM2 タンパク質 (BM2) (11, 
12)、CM2 タンパク質 (13) と呼ばれている。
　一般に、インフルエンザウイルスとは、A、B 型のものを指し、その中でもヒトに対する
感染力を有するものを意味する場合が多い。C 型インフルエンザウイルスは形態や遺
伝子のみならず、病態においても A、B 型インフルエンザウイルスとの違いが大きいた
め (3)、C 型インフルエンザウイルスによるインフルエンザは C 型インフルエンザという
別の疾患として扱われることが多い。よって、以下は A、B 型インフルエンザウイルスの
みについて言及する。
　A、B 型インフルエンザウイルスの感染経路の概略を Figure 1 に示した (14)。ウイル
スの感染は、HA が糖タンパク質や糖脂質が持つシアル酸を認識して宿主細胞に結
合することにより始まる。ウイルス粒子はエンドサイトーシスにより宿主細胞に取り込ま
れた後、エンドソームやリソソームの酸性 pH環境下にさらされる。この時、HA は構造
変化してウイルスエンベロープと宿主細胞膜との膜融合を誘起する (15－17)。同時に
酸性 pH環境はプロトンチャネルタンパク質を活性化させ、これによりウイルス粒子内
にプロトンが流入する (8)。ウイルス粒子内の酸性化によりウイルスの構造保持を担っ
ていた M1 が可溶化し、これにより RNP や M1 は宿主細胞内に放出されて、核へと移
行できるようになる (18－20)。核内で複製、転写された mRNA により小胞体で合成さ
れた HA、NA、プロトンチャネルタンパク質などの膜タンパク質は、ゴルジ体にて糖鎖
の付加を受け、宿主細胞の細胞膜へ輸送される。この輸送過程でもプロトンチャネル
タンパク質は機能する。トランスゴルジネットワーク (TGN) 内は比較的 pH が低く、HA
2
が感染初期で見られるような構造変化により変性してしまう可能性がある。そこで、プロ
トンチャネルタンパク質は TGN からプロトンを排出し、TGN の pH を中性付近に保ち、
HA の変性を防ぐ役割を果たす (21－23)。一方、複製された RNP は核膜を通り細胞
質へ移行し、ウイルス粒子を構成するタンパク質と細胞膜上で集合し、出芽する (24, 
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Influenza A or B virus neuraminidase (NA)
matrix protein (M1)
hemagglutinin (HA)
envelope
ribonucleoprotein (RNP)
proton channel protein (A/M2 or BM2)
Figure 1: The life cycle of influenza A or B virus. Numbers indicate replication 
stages: 1, binding; 2, endocytosis; 3, membrane fusion and genome release; 4, 
transport of RNP to nucleus; 5, synthesis and glycosylation of HA, NA, and proton 
channel protein; 6, synthesis and export of RNP and M1; 7, binding of M1 to cell 
membrane; 8, assembly of virion; 9, budding. Adapted from ref. 14.
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25)。この出芽の際、NA は HA とシアル酸の結合を切断することにより、HA が再び同
一宿主細胞や増殖した他のウイルスの膜上のシアル酸に結合することを抑制し、ウイ
ルスが他の細胞に感染することによる次の増殖サイクルを開始できるようにする機能を
持つと考えられている (26, 27)。
　本研究では感染の初期、および後期の過程で重要な役割を果たすプロトンチャネル
タンパク質に着目した。A 型インフルエンザウイルスのプロトンチャネルタンパク質であ
る A/M2 が形成するチャネルの構造、機構については広く研究が行われている。
A/M2 は 97 アミノ酸残基から成る膜タンパク質であり、その膜貫通領域は Pro25 から
Leu43 の 19 アミノ酸残基であると推定されている (Figure 2)。A/M2 が構成するプロト
ンチャネルはホモ四量体構造をとり (28, 29)、この四量体構造の形成には、膜貫通領
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Figure 2: Comparison of the amino acid sequences between the A/M2 and BM2 
protein in the N-terminal region including the putative transmembrane hydrophobic 
segment (underlined). The sequence data were taken from the UniProtKB/Swiss-
Prot database. M2-TMP and BM2-TMP are model peptides representing the 
putative transmembrane domain. The HxxxW motif is common to A/M2 and BM2, 
while the WxxxH sequence is unique to BM2. The structure of the His imidazole ring 
in the neutral and cationic (protonated) states and of the Trp indole ring are also 
depicted.
域同士の相互作用と、膜外の N末端領域に存在する Cys 残基によるサブユニット間
のジスルフィド結合が関与する (30)。また、A/M2 の推定膜貫通領域を含む 25 残基
のペプチド (M2-TMP, Figure 2) が全長の A/M2 と同様のプロトンチャネル活性を有
することが報告されている (31, 32)。A/M2 チャネルの膜貫通領域の構造については、
円二色性 (CD) (31, 33－35)、ラマン (34)、固体核磁気共鳴 (NMR) (35, 36)、偏光赤
外 (37) のような各種分光学的手法や、A/M2 の各種 Cys 変異体に対して電気生理学
的手法を適用した機能解析 (38) により研究がなされている。これらの解析により、
A/M2 チャネルの膜貫通領域は膜に対して傾きを持った 4 本の α-Helix の束から構
成されること、膜貫通領域に存在する His37 と Trp41 はチャネルのポア側にて隣接す
ることが示されている。His37 と Trp41 は A/M2 チャネルのプロトン選択性に不可欠な
アミノ酸残基であり (39, 40)、酸性 pH にてプロトン化した His37 のイミダゾール環と、
隣接するサブユニットに属する Trp41 のインドール環との相互作用がチャネルの開口
を引き起こすと考えられている (34, 41－44) (Figure 3a)。一方、中性 pH条件下、閉口
状態にある A/M2 チャネルでは、各サブユニットにおける His37 が隣接するサブユニッ
トの His37 と Npi－H･･･Nτ 型の水素結合ネットワークを形成し、プロトンの透過を抑制
するとされている (42) (Figure 3b)。また近年、M2-TMP およびその類縁体についての
原子レベルでの構造が、ミセル中において NMR 分光法により (45)、また、界面活性
剤との共結晶として X 線結晶構造解析により (46) 明らかにされた。双方の構造の間
には幾つかの相違点は認められるものの、大まかには、従来提唱されていた A/M2 チャ
ネルのモデルを支持するものであった。
　一方、B 型インフルエンザウイルスの BM2 は 109 アミノ酸残基から成る膜貫通タン
パク質であり、電気生理学的研究により、酸性 pH にて活性化するプロトンチャネル活
性を有することが近年明らかにされている (11, 12, 20, 47, 48)。BM2 をノックアウトした
ウイルスを用いた生化学的研究から、BM2 はウイルスの複製に必要であることも証明
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されており (49)、A/M2 と同様の役割を担っていることが示唆されている。BM2 の配列
における第 7－25 残基部分は疎水性アミノ酸に富んだ領域であり、膜貫通領域に相
当すると推定されている (11)。A/M2 と BM2 のアミノ酸配列を比較すると、膜貫通領
域には共通の HxxxW モチーフが存在することがわかる (Figure 2) (12)。A/M2 の
HxxxW モチーフに含まれる His37 と Trp41 が A/M2 チャネルにおいて重要な役割を
6
Figure 3: Model of the A/M2 ion channel. The side chains of His37 and Trp41 are 
shown in ball-and-stick and stick formats, respectively. a: View from a direction 
perpendicular to the channel pore axis in the active (open) state. One of the four 
helices, nearest to the viewer, is omitted for clarity. The N-termini of the helices are 
located at the top. The broken line indicates the His37-Trp41 interaction between 
adjacent helices. The cationic imidazolium ring of His37 is attracted by the indole 
ring of Trp41, which also slightly reorients, and a pore for proton conductance is 
created. b:  View from the N-terminal side of the channel axis in the inactive (closed) 
state. The thin lines indicate hydrogen bonds. The neutral imidazole rings of four 
His37 residues are linked by a network of hydrogen bonds and occlude the proton 
passage. The bulky indole ring of Trp41 also blocks the access of protons from the 
C-terminal side of the channel pore. Adapted from ref. 42.
示すことから (Figure 3)、BM2 の HxxxW モチーフにおける His19 と Trp23 もまた、チャ
ネルの活性化機構において重要な役割を果たすことが期待される。実際、BM2 による
チャネルは、His19 の Cys への変異によりプロトンチャネル活性を失い、Trp23 の Cys
への変異によりプロトン選択性を失うことが Mould らにより報告されている (12)。また近
年、BM2 チャネルは A/M2 チャネルと同様に四量体構造を形成していることが生化学
的研究により (50)、また、チャネルのポア側に出ているアミノ酸残基には His19 と
Trp23 が含まれることが電気生理学的研究により (51) 示されている。この様に BM2 は
A/M2 と多くの共通点を持っているが、A/M2 チャネルとは異なり、BM2 チャネルの構
造に関する研究は現在までほとんど行われておらず、チャネルの活性化機構に関す
る情報は非常に限られている。電気生理学的研究により明らかにされた A/M2 チャネ
ルと BM2 チャネルの性質の間には幾つかの相違点が認められる (12)。例えば、
A/M2 チャネルの活性を阻害することで薬効を発揮する抗 A 型インフルエンザウイル
ス薬アマンタジンは、BM2 チャネルの活性を阻害しないため、B 型インフルエンザウイ
ルスに対して薬効を示さない (12)。A/M2 と BM2 の推定膜貫通領域のアミノ酸配列を
比較すると、HxxxW モチーフを除きほとんど配列相同性が認められないため、形成
するチャネルの性質に相違があることは十分考えられる (Figure 2)。
　本研究では BM2 チャネルの活性化機構に関する知見を得ることを目的とし、BM2
チャネルの活性と構造の関連について調べた。試料としては BM2 の推定膜貫通領
域を含む 31 残基のペプチド BM2-TMP を用い (Figure 2)、その配列中でもチャネル
活性化機構において重要な役割を果たすと推定される HxxxW モチーフに含まれる
His19 と Trp23 に特に着目した。また BM2 の配列には A/M2 とは異なり、Trp23 から C
末端側に 3 アミノ酸残基を挟んで His27 が存在している (Figure 2)。このような
WxxxH モチーフに含まれる Trp と His も互いに相互作用することが期待されることか
ら (52)、His27 についても焦点をあてて研究を行った。まず、蛍光 pH 指示薬を封入し
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たリポソームの膜に再構成した BM2-TMP についてプロトンチャネル活性試験を行っ
た。その結果、BM2-TMP は pH 6.4 ± 0.1 を転移点として酸性 pH にて活性化するプ
ロトンチャネルをリポソーム膜上に形成することがわかった。このプロトンチャネル活性
は His19 を Ala に置換した H19A 変異体においてはほとんど失われ、His27 を Ala に
置換した H27A 変異体においては 60%程度まで減弱した。また、Trp23 を Phe に置換
した W23F 変異体はプロトン選択性のないチャネルを形成することがわかった。さらに、
CD、蛍光、およびラマン分光法を用いて、BM2-TMP の野生型と His、Trp 変異体に
ついて、それらの構造、並びに、His19 と Trp23、His27 と Trp23 の間の相互作用の検
証を行った。その結果、His19 は pH 6.5 付近に、His27 は pH 7.6 付近に pKa をもつこ
と、His19 と His27 はプロトン化すると双方とも Trp23 の pi電子とカチオン-pi 相互作用
し、チャネルの構造をわずかに変化させることが明らかになった。以上の結果より、
His19 と Trp23 のカチオン-pi 相互作用はチャネル開口の引き金となる役割を担い、
His27 と Trp23 のカチオン-pi 相互作用はチャネル活性の増強因子となっている可能
性が示唆された。
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実験
 
1. BM2-TMP の精製
　Sigma Genosys 社に、野生型 BM2-TMP、H19A 変異体、H27A 変異体および
W23F 変異体の合成を依頼した。各ペプチドの配列は以下の通りである。
　　　　  野生型: H2N-E3PFQILSICSFILSALH19FMAW23TIGH27LNQILR33-COOH
　H19A 変異体: H2N-E3PFQILSICSFILSALA19FMAW23TIGH27LNQILR33-COOH
　H27A 変異体: H2N-E3PFQILSICSFILSALH19FMAW23TIGA27LNQILR33-COOH
　W23F 変異体: H2N-E3PFQILSICSFILSALH19FMAF23TIGH27LNQILR33-COOH
　ペプチドは粗精製品であったため、 0.1 % (v/v) トリフルオロ酢酸 (TFA) を含む 50－
90 %アセトニトリルグラジエント条件で逆相カラム (Cosmosil 5C 18 -AR 300 , Nacalai 
Tesque) を用いた HPLC 精製を行った。凍結乾燥したペプチドは　100 mM HCl に溶
解させ、再び凍結乾燥することで TFA を除いた。なお、精製したペプチドが目的物で
あることは、質量分析法により分子量を求めることで確認した。
2. 実験に用いた脂質と試薬
　脂質 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (POPE, Figure 4a) お
よ び  1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-L-serine]  (POPS,  Figure  4b)  は
Avanti Polar Lipids 社か ら、 SH 還元試薬 dithiothreitol (DTT) 、 K+  イオ ノフォア
valinomycin (Figure 5)、蛍光 pH 指示薬 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (pyranine) 
(53)  および pyranine の消光剤 p-xylene-bis-pyridinium bromide (DPX)  は Sigma-
Aldrich社から購入し、精製せずにそのまま使用した。カチオン-pi 相互作用のモデル
化合物 N,N'-bis(2-(3-indolyl)ethyl)-4,13-diaza-18-crown-6 (IE18C6, Figure 6) の合成
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Figure 4: Structures of phospholipids used in this study. a: 1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine b: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
[phospho-L-serine]
Figure 5: Structure of valinomycin
K +
Figure 6: Structure of N,N'-bis(2-(3-indoyl)ethyl)-4,13-diaza-18-crown-6 
(IE18C6). Two indole rings are attached to a crown ether and they sandwich a K+ 
ion trapped in the hole of crown ring. The double arrows indicate cation-pi
interactions. Adapted from ref. 54.
Cation-pi
と精製は、文献 (54) に従って行った。最終生成物が目的物であることは、質量分析法
により分子量を求めることで確認した。IE18C6 の原料となる 3-(2-bromoethyl)indole お
よび 1,4,10,13-tetraoxa-7,16-diazacyclooctadecane (4,13-diaza-18-crown-6) は、共に、
Aldrich から購入した。
3. 試料調製
3-1. BM2-TMP を膜に再構成したリポソームの調製
　BM2-TMP は Cys11 を含み、空気中で酸化する恐れがあるため、以下の還元処理を
施した。まず、ペプチドを少量の水/2,2,2-trifluoroethanol (TFE) (1:1, v/v) に溶解し、モ
ル比で約 40 倍量の DTT を添加した。微量の KOH を添加して溶液の pH を約 7 に
調整した後、60 ℃で 40 分間加熱することにより、配列中に含まれる Cys11 を還元した 
(55)。なお、野生型 BM2-TMP、H19A 変異体および H27A 変異体は配列中に Trp23
を含むことから、280 nm の吸光度 (ε 280 nm = 5,500 M－1 cm－1 ) からランベルトベール則
により濃度を決定した (56)。W23F 変異体は Trp23 を含まないことから、試料を DCl重
水溶液に溶かし、ラマンバンド強度比 [ 1409 cm－1 (HisD2+ ) / 1210 cm－1 (D2O) ] をもと
に濃度を算出した (57)。
　BM2-TMP を膜に再構成したリポソームを調製する際、チャネル活性試験用の試料
については K+イオノフォアである valinomycin をリポソーム膜中に共存させる必要があっ
た。この理由を以下に記す。本研究では、リポソーム懸濁液の pH を種々の値に調整
して実験を行う。この際、pH はリポソームの内外において一定の値とならなければなら
ない。pH を調整する際、リポソーム懸濁液に酸やアルカリを加えると、リポソーム内外
には pH勾配が生じる。この pH勾配にしたがってプロトンは膜に再構成されたチャネ
ルを透過して、リポソーム内外の pH を同じ値に近付ける。また、リポソームを構成する
POPE/POPS による脂質二重膜のゲル相-液晶相の相転移温度は 20 ℃付近であり 
(58)、pH 調整は室温条件にて行うことから、プロトンは液晶相にある脂質膜や、膜に再
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構成されたチャネルと脂質分子の隙間等も透過すると考えられる。しかし、ここでプロト
ンのみが膜を透過すると、リポソーム内外の膜電位はリポソーム内外の pH が同じ値に
なる前に平衡に達してしまう。pH勾配を完全に解消するためには、プロトンの移動に
対して逆方向に他の正電荷 (本実験系では K+ のみ) が移動する必要がある。K+ も緩
やかな速度で膜を透過すると考えられ、室温にて長時間試料を静置すればリポソーム
内外の pH は一致する。しかし、この際、チャネル活性試験用のリポソームに封入する
pyranine は、長時間の pH勾配の影響を受けてリポソーム外に流出する可能性がある。
そこで、プロトンの移動に対して K+ のみを速やかに逆方向に輸送させる目的で、
valinomycin をリポソーム膜中に共存させた。
　BM2-TMP を膜に再構成したリポソームは以下の手順で調製した。還元処理を施し
たペプチドは、POPE、POPS をモル比で 1 : 1 で混合した脂質の総量に対し、モル比
で 1/20、1/320 となるよう混合し、chloroform/methanol (1:1, v/v ) 溶液に溶解させた。
さらに、チャネル活性試験用の試料については valinomycin (脂質総量に対し 0.2 
mol%) を添加した。ペプチド‐脂質混合溶液を丸底フラスコの壁面に広げながら真空
乾燥することで溶媒を留去し、脂質薄膜を形成させた。さらに 24 時間以上真空乾燥
することで完全に溶媒を留去した。乾燥させた薄膜に対し溶媒を添加し、ボルテックス
にて撹拌することで水和を行った。添加した溶媒は、
1) 2 mM pyranine、50 mM K2SO4 水溶液
2) 脱イオン水
3) 1.25 mM KNO3 (ラマンスペクトルの内部強度標準) 水溶液
の 3 種類であり、1) はチャネル活性試験用試料、2) は CD、蛍光スペクトル測定用試
料、3) はラマンスペクトル測定用試料を調製する際に用いた。水和した懸濁液は多重
膜リポソームを含むことから、プローブ型ソニケーター (Nihonseiki、US-50) で懸濁液
がほぼ透明になるまで超音波処理した。超音波処理後のリポソーム溶液にはソニケー
ターのチップからはがれたチタン片が含まれたり、微量の多重膜リポソームが残存する
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可能性があるため、これらを遠心 (1,000 × g, 20 min) により沈殿させ、上清を分取して
試料とした。なお、水和と超音波処理は 35  ℃にて行ったが、この温度は POPE/POPS
による脂質二重膜のゲル相-液晶相の相転移温度 (～20 ) ℃ より十分に高い (58)。チャ
ネル活性試験用試料のリポソーム溶液については、脱塩カラム (Amersharm 
Bioscience、PD-10)  を用いてゲル濾過することによりリポソーム外部に存在する
pyranine を除いた。なお、ゲル濾過処理により、リポソーム外部の DTT も除かれた。な
お、サンプル調製は BM2-TMP に含まれる Cys11 の還元状態を保つため、グローブ
ボックス内にて Ar雰囲気下で行った。
　
3-2. スペクトル測定用試料の調製
　BM2-TMP を膜に再構成したリポソームのスペクトルは、アルカリ性から酸性の広い
pH範囲にて測定した。CD および蛍光スペクトル測定に用いた試料の pH 調整は、3-
1 にて調製したリポソーム懸濁液に対し当量の緩衝液を混合することで行った。緩衝
液としては、pH 4.5－8.0 の範囲では K2HPO4  (20 mM) / citric acid (10 mM) + KCl 
(40 mM)、pH 7.5－9.5 の範囲では 2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol (Tris) 
(20 mM) + KCl (40 mM) / citric acid (10 mM) + KCl (40 mM) を用い、スペクトル測定
の前後で pH の変動がないことを確認した。最終的な BM2-TMP の濃度は 25 μM で
あった。ラマンスペクトル測定に用いた試料の pH 調整は、3-1 にて調製したリポソーム
懸濁液に対し、4 分の 1 当量の緩衝液を混合することで行った。緩衝液としては、pH 
4.5－8.0 の範囲では K2HPO4  (50 mM) / citric acid (25 mM) + KCl (100 mM)、pH 7.5
－9.5 の範囲では 2-amino-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol (Tris) (50 mM) + KCl 
(100 mM) / citric acid (50 mM) + KCl (100 mM) を用い、スペクトル測定の前後で pH
の変動がないことを確認した。最終的な BM2-TMP の濃度は 100 μM であった。なお、
CD、蛍光、およびラマンスペクトル測定用試料において最終的に緩衝液は等濃度と
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なった。
　IE18C6 と K+ 複合体は、KCl と IE18C6 をメタノールに溶解して調製した。最終的な
IE18C6 の濃度は、紫外吸収スペクトル測定用試料では 100 μM、蛍光スペクトル測定
用試料では 12.5 μM であった。また最終的な K+ の濃度は、紫外吸収スペクトル測定
用 試 料 で は  0 、 250  μM 、 280  nm 励起蛍 光 ス ペ ク ト ル 測 定 用 試 料 で は
0、6.25、12.5、18.75、25、31.25、37.5 μM であった。
　
4. プロトンチャネル活性試験
4-1. 蛍光 pH 指示薬 pyranine の検量線
　チャネル活性試験に先立ち、検量線作成の目的で pyranine の蛍光特性を調べた。
Pyranine のプロトン化と脱プロトン化は 8 位の OH 基 (Figure 7A) で起きるが、その
pKa値は約 7.3 であるとされている (53)。しかし、負電荷を有するリン脂質の存在 (59) 
や塩の存在 (60) により、その pKa値は多少変動することが報告されていることから、
pyranine の蛍光特性を実際にチャネル活性試験を行う条件にて評価する必要があっ
た。そこで、試料としては本プロトンチャネル活性試験における環境を模倣し、 20 μM 
POPE/POPS (モル比で 1 : 1) から成るリポソーム、12 mM K2HPO4、50 mM K2SO4 を含
む 10 nM pyranine水溶液を調製した。これらの試料に微量の H2SO4、KOH を添加す
ることで pH を 3.96－9.84 の範囲で種々の値にし、510 nm 蛍光の励起スペクトルを測
定した。
　pH 3.96－9.84 における pyranine の 510 nm 蛍光の励起スペクトルを Figure 7A に示
した。510 nm における pyranine の蛍光強度は 415.5 nm励起 (I415.5ex) では pH によら
ず一定の値を示すこと、460 nm励起 (I460ex) では pH の低下に伴って減弱することが
読み取れる。このことから I460ex は塩基性 pH にて脱プロトン化した pyranine の量に比
例して変化することが分かる。つまり、I460ex / I415.5exの変化量は pyranine の脱プロトン化
した割合に比例し、これらの値を pH に対してプロットすれば、pyranine の蛍光強度比
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と pH の関係を示す検量線が得られるはずである。このことから、各 pH の励起スペクト
ルから I460ex 、I415.5exの値を読み取り、I460ex / I415.5ex値を算出して pH に対してプロットした
(Figure 7B, 丸)。プロットは 1 点の転移点を持つシグモイド型曲線を描くことから、
pyranine の励起スペクトルは 8 位の OH 基のプロトン化状態のみに依存して変化する
と考えられる。I460ex / I415.5ex の蛍光強度比は脱プロトン化した pyranine のモル分率に比
例すると期待されることから、次式の酸塩基平衡式で表すことができる。
　
I460ex / I415.5ex = a / { 1 +10 (pH－pKa)} + b　　　(1)　
(1) 式において I460ex / I415.5ex は b～(a+b) の範囲で変化する。スペクトルから得られた
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Figure 7: (A) Excitation spectra of 510-nm fluorescence of pyranine (10 nM) 
dissolved in an aqueous mixture of 12 mM K2HPO4, 50 mM K2SO4, and 20 μM (in 
total lipid) POPE/POPS liposomes. The pH of the pyranine solution was adjusted to 
be 3.96－ 9.84 by the addition of H2SO4  or KOH. The spectra were recorded at 5 
oC. (B) The relationship between pH and the intensity ratio of the 510-nm 
fluorescence excited at 460 nm (I460ex) and at 415.5 nm (I415.5ex). The dashed 
vertical line indicates the midpoint of transition.
I460ex / I415.5ex の値を (1) 式にあてはめ、最小二乗法を用いて pKa、a、b を算出した 
(Figure 7B, 実線)。その結果、a =－2.936 、b = 2.935 、pKa = 7.362 が得られた。なお 
(1) 式を蛍光強度比から pH を求める式に書き換えると以下のようになった。
　
pH = 7.362 + log 10 { (I460ex  / I415.5ex + 0.001) / (2.935－I460ex  / I415.5ex )}　　　(2)
　
上式で示された検量線を用いることで、I460ex  / I415.5ex の値が分かれば、pyranine の曝さ
れている環境の pH を算出することが可能となった。
4-2. リポソーム内部 pH の時間変化モニター
　BM2-TMP のプロトンチャネル活性は、ペプチドを膜に再構成したリポソームの外部
pH (pHe ) を低下させたときのリポソーム内部 pH (pHi ) の時間変化をモニターすること
で評価した。pH 6.38 にて野生型 BM2-TMP を膜に再構成したリポソーム水溶液の
pHe を 4.82 まで低下させた場合を例にとり、Figure 8 に pHi の時間変化モニターの概
略を示した。まず、3-1 にて水和溶媒に 2 mM pyranine、50 mM K2SO4 水溶液を用い
て調製したリポソーム懸濁液に対し、微量の H2SO4、KOH を添加することで pH を 5.5
－8.5 の範囲の種々の値に調整した。pH を調整したリポソーム懸濁液は、室温にて 2
－3 時間静置することにより、リポソーム内外の pH を同じ値にした後、氷浴にて 5 ℃
に冷却した。続いて、スクリューキャップに接合できるシリンジに、リポソーム懸濁液 
(0.625 μM ペプチド, 100 μM POPE, 100 μM POPS) 250 μL を封入した。一方、H2SO4 
を添加することで pH を 4.5 付近に調整した後、あらかじめ氷浴にて 5 ℃に冷却して
おいた 50 mM K2SO4 水溶液 2,250 μL を撹拌子入りスクリューキャップ付き石英製四
面透過セルに封入し、これを分光蛍光光度計のセルホルダー (恒温槽にて 5 ℃に調
節) にセットした。
　なお、リポソーム外部に存在する pyranine を消光するため、セル側に封入した 50
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mM K2SO4水溶液には pyranine の消光剤である DPX を溶解させた。活性試験中、リ
ポソームの外部にも pyranine が存在することは、DPX を含まない 50 mM K2SO4水溶
液をセル側に封入し、それに対してリポソーム懸濁液を注入して 2 分後の I415.5ex は
DPX を 1 mg/mL となる様に溶解させた 50 mM K2SO4水溶液をセル側に封入した場
合と比べて有意に増大したことから示唆された。そこで、0－3 mg/mL の様々な濃度で
DPX を含む 50 mM K2SO4水溶液をセル側に封入し、それに対してリポソーム懸濁液
を注入して 2 分後の 510 nm励起蛍光スペクトルを測定し、I460ex/I415.5ex から pH を算出
した。算出した pH の DPX 濃度依存性を検証したところ、1 mg/mL 以上の濃度で pH
はほぼ一定の値となった (± 0.01)。このことから、セル側に封入した 50 mM K2SO4水
溶液に溶解させる DPX 濃度は 1 mg/mL とした。なお、リポソーム外部に存在する
pyranine は、ゲル濾過にて除去し切れず、リポソーム表面に付着したものや、pH 調整
に使った酸やアルカリの影響を受けてリポソーム外部へ漏れ出してしまったものである
と考えられる。
　シリンジをセルのスクリューキャップに接合し、I460ex の時間変化 (I460ex(t)) をモニターし
始めた後、シリンジ内のリポソーム懸濁液をセル内に注入した (pHe は 4.75 ± 0.20 となっ
た)。注入してから 100 sec後までの蛍光強度モニターを終えた後、リポソーム内部に
封入された pyranine を定量する目的で、即座に 510 nm 蛍光励起スペクトルを測定し、
このスペクトルにおける I415.5ex を読み取り、これを I415.5ex(after 460ex) とした。引き続き、
新たに測定用試料を調製し、I460ex(t) のモニターと同様の操作で、I415.5ex の時間変化 
(I460ex(t)) をモニターした。注入してから 100 sec後までのモニターを終えた後、510 nm
蛍光励起スペクトルを測定し、スペクトルにおける I415.5ex を読み取り、これを I415.5ex(after 
415.5ex) とした。以上の操作により得られたデータを用いて pHi の時間変化を算出した。
具体的には、0.2 sec 間隔で取り込んだ I460ex(t)、I415.5ex(t) から I460ex(t) / I415.5ex(t) を算出し、
この値に I415.5ex(after 415.5ex) /I415.5ex(after 460ex) を補正係数として掛けた値を (2) 式
に当てはめ、0.2 sec 毎の pHi を算出した。なお各測定の直後に、セル内の反応溶液
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の pH を pH メーターにより測定し、リポソーム外部 pH (pHe) とした。
4-3. プロトンチャネル活性の定量化
　BM2-TMP のプロトンチャネル活性を定量化するため、4-2 にて得られた pHi の時間
変化をリポソーム内部プロトン濃度 ([H+]i ) の時間変化に換算した。[H+]i の時間変化
の進行曲線からは、リポソーム内部へのプロトン流入は初期の急激な流入と、それに
続いて起こる緩やかな流入の二段階で表せることが読み取れた。このことから、[H+]i の
時間変化の実測値を、指数関数と一次関数を足し合わせた (3) 式を用いて、残差二
乗和が最小となるように近似した (61)。　
　
[H+]i = [H+]i 0 + vs (t－δ) + (vi－vs)(1/k){1－Exp[－k (t－δ)]}　　　(3)　
　
ここで、[H+]i 0 は[H+]i の初期値、vi は [H+]i の時間変化の初速度、vs は [H+]i の時間変
化の後期にあらわれる線形成分、k は時定数、δ は I460ex、I415.5ex の時間変化測定の各
操作における 0 sec点のずれを補正するために導入したパラメーターである。ここで、
初期の急激な [H+]i 増大はチャネルを通ってリポソーム内部に流入したプロトンによる
と考えられるため、初期プロトン流入速度 (vi) を、駆動力となるリポソーム内外のプロト
ン濃度勾配で割った値は、プロトンコンダクタンス (G) として、プロトンチャネル活性を
反映する値として定義できる。
　
G = vi / ([H+]e－[H+]i 0)　　　(4)
　
ここで [H+]e 値はリポソーム水溶液の注入後の反応液におけるプロトン濃度である。な
お、リポソーム内部の容積はセル内の反応液に比べて非常に小さく、シリンジ内のリポ
ソーム懸濁液をセル内に注入した後 (t  0) ≧ の pHe の変化は無視することができる。
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そのため、[H+]e値は pH メーターにて測定した活性試験終了後の反応液の pH を pHe
として算出した。
　
5. スペクトル測定
5-1. 吸収スペクトル
　野生型 BM2-TMP および His 変異体の定量のための吸収スペクトルの測定、および
IE18C6 と K+ との複合体のメタノール溶液の吸収スペクトルの測定には、石英製 2 mm
セルと U-3310 型分光光度計 (日立) を使用した。
5-2. 可視ラマンスペクトル
　W23F 変異体を定量するための可視ラマンスペクトルの測定には、ガラス製キャピラ
リーセルとラマン分光システム NR-1800 (日本分光) を使用した。励起光としてアルゴ
ンイオンレーザー (Coherent Innova 300FReD) の 514.5 nm 光を用いた。
5-3. 蛍光スペクトル
　Pyranine の検量線作成のための 510 nm 蛍光励起スペクトルの測定およびプロトン
チャネル活性試験における全ての I460ex、I415.5ex の時間変化測定、510 nm 蛍光励起ス
ペクトルの測定には、スクリューキャップ付き石英製 1 cm四面透過セルと FP-6500 型
分光蛍光光度計 (Jasco) を使用した。なお、スペクトル測定時の試料の温度はセルホ
ルダーに接続した恒温槽にて 5 ℃となる様に調節した。
　BM2-TMP を膜に再構成したリポソーム懸濁液および IE18C6 と K+ との複合体のメタ
ノール溶液の 280 nm励起蛍光スペクトルの測定には、石英製四面透過ミクロセルと
FP-6500 型分光蛍光光度計を使用した。なお、BM2-TMP の蛍光スペクトルを測定す
る場合は、Cys11 の還元状態を保つため、グローブボックス内にて Ar雰囲気下で試
料をセルに封入し、パラフィルムを巻きつけ、密栓して測定した。
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5-4. CD スペクトル
　BM2-TMP を膜に再構成したリポソーム懸濁液の CD スペクトルの測定には、石英製 
0.5 mmセルと J-820 型円偏光二色性分散計 (Jasco) を使用した。なお、BM2-TMP に
含まれる Cys11 の還元状態を保つため、試料はグローブボックス内、Ar雰囲気下に
てセルに封入し、パラフィルムを巻きつけ、密栓して測定した。
5-5. 紫外共鳴ラマンスペクトル
　BM2-TMP を膜に再構成したリポソーム懸濁液の紫外共鳴ラマンスペクトルの測定
には、励起光としてアルゴンイオンレーザー (Coherent Innova 300FReD) の 229 nm 
(457.9 nm の第二高調波) 光を用いた。散乱光は前置プリズム分光器により特定波数
範囲のみを取り出した後、ツェルニーターナー収差補正型シングルモノクロメーター 
(Jasco TR-600UV)  で 分散させ、電荷結合素子検出器  (Princeton Instruments 
LN/CCD-1752) で検出した。レーザーの出力は試料部で約 0.3 mW となる様に調節し
た。測定は石英製回転セルを用いて行い、試料のレーザーによる損傷を防いだ。なお、
BM2-TMP に含まれる Cys11 の還元状態を保つため、試料はグローブボックス内、Ar
雰囲気下にてセルに封入し、シリコンゴムの栓をし、スペクトルを測定した。ラマンバン
ドの波数校正には cyclohexanone-acetonitrile (1:1 , v/v) 混合溶液を用いた。
6. pH 依存性の解析
　pH を変えて測定したチャネル活性試験の結果および CD、蛍光、ラマンスペクトルの
解析には Hill の式を用いた (34, 62)。
　
M + hH+  M-⇔ hH+　　　(5)
YpH = [H+]h / (K + [H+]h )　　　(6)
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ここで、M は野生型 BM2-TMP、または H19A、H27A、W23F 変異体を、h は Hill係
数を、K は解離定数を示し、YpH は、ある pH におけるプロトン化したタンパク質の割合
を示している。ここで YpH は 0～1 の範囲をとる。YpH  = 0.5 となる pH を pK と定義しなお
し、さらに、YpH が 0～1 ではなく b～(a + b) の範囲をとり得るように、Hill の式を一般化
した。
　
 YpH  =  a / {1 +10 h (pH－pK) } + b　　　(7)
　
チャネル活性試験から得られたプロトンコンダクタンス、CD スペクトルより得られたモル
楕円率、蛍光スペクトルより得られた蛍光強度、ラマンスペクトルより得られたラマンバ
ンド強度はいずれもプロトン化したタンパク質由来であり、これらは YpH と比例関係にあ
ることから、(7) 式を用いて、最小二乗法により近似し、pK を算出した。また、野生型
BM2-TMP の CD スペクトルより得られたモル楕円率、蛍光スペクトルより得られた蛍
光強度、ラマンスペクトルより得られたラマンバンド強度、W23F 変異体の CD スペクト
ルより得られたモル楕円率を pH に対してプロットすると 2 段階の変化がみられ、(7) 
式による近似は適切でないことが示唆された。これは野生型 BM2-TMP および W23F
変異体は 2 個の His 残基を含み、双方のプロトン化状態がスペクトルに影響している
ことに起因するためと考えられた。このことから、2 点の pH を転移点として変化するパ
ラメーターの解析には (7) 式を YpH  が 2 つの a、pK、h値を持って変化できるように改
変した以下の式を用いた。
　
 YpH  =  a1 / {1 + 10 h1 (pH－pK1 ) } + a2 / {1 + 10 h2 (pH－pK2 ) } + b　　　(8)
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結果
 
1. BM2-TMP のプロトンチャネル活性
1-1. BM2-TMP チャネルのプロトン透過能
　BM2 の推定膜貫通領域を含むペプチドが全長タンパク質と同様にプロトンチャネル
活性を有するという報告は、未だなされていない。このことから、まず、リポソームの膜
に再構成した BM2-TMP のプロトンチャネル活性の評価を行った。Duff らは、POPE : 
POPS = 1 : 1 の脂質組成のリポソームの膜に A/M2 の膜貫通領域を含むペプチド 
(M2-TMP) を再構成させた状態で、アマンタジンにより阻害される膜貫通電流を観測
し、M2-TMP が A/M2 のモデルチャネルを形成することを示している (32)。そこで、本
研究でも、Duff らの報告と同じ脂質組成のリポソームの膜に BM2-TMP を再構成した
ものを試料として用いた。また、リポソームには蛍光 pH 指示薬である pyranine を内封
し、リポソーム内部の pH (pHi ) を蛍光強度比から算出できるようにした。5 ℃にてリポソー
ム外部の pH (pHe) を低下させ、それに伴う pHi の時間変化を pyranine の蛍光強度比
からモニターした。Figure 9 は、pH 6.38 ± 0.02 となるように調製した野生型 BM2-TMP
および H19A、H27A、W23F 変異体を各々膜に再構成したリポソーム、並びに、ペプ
チドを含まないリポソームの pH e を 4.80 ± 0.04 まで低下させたときの pHi の時間変化
を示したものである。
　まず、ペプチドを含まないリポソームにおいては、pHe が低下しても、pHi はほとんど
変化しなかった (Figure 9e)。よって、本実験系において POPE/POPS による脂質膜そ
のものを透過するプロトンはほとんど無視できるといえる。これは、POPE/POPS の相転
移温度 (～20 ) ℃ 以下の 5 ℃条件下で活性試験を行っているため (58)、プロトンの
透過が密にパッキングしたゲル相の炭化水素鎖により阻害されたためと考えられる 
(63)。これに対し、野生型 BM2-TMP を膜に再構成したリポソームでは、pHe の低下に
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伴い、pHi も急激に低下するが、20 sec付近で pHi は緩やかな pH低下に移行する様
子が読み取れる (Figure 9a)。pHi の初期の急激な低下が pHe まで到達せず、pH 6.0 
付近で止まっているのは、pHi 6.0付近にてリポソーム内外の膜電位が平衡に達した
ためであると考えられる (Figure 10a)。20 sec 以降、膜電位が平衡に達した後も、緩や
かな pHi の低下が起こるのは、プロトンの流入に対する正電荷の流出、負電荷の流入
のようなイオンの流出入が起こり、膜電位平衡が緩やかに崩れていくことを反映してい
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Figure 9: Time-dependent change of the pH in the internal liposome compartment 
(pHi) observed for (a) wild-type BM2-TMP and its (b) H19A, (c) H27A, and (d) 
W23F mutants incorporated into POPE/POPS liposomes at a peptide/lipid ratio of 
1/320. The data in the absence of peptide (e) are also shown for comparison. The 
reaction was started by injecting a liposome suspension (250 μL, pH 6.38 ± 0.02) 
into an external medium (2,250 μL, pH 4.80 ± 0.04 after mixing), and the pHi value 
was determined from the fluorescence intensity of pyranine recorded with a time 
interval of 0.2 sec. The liposome suspension contained K2SO4  (50 mM), 
valinomycin (0.2 mol% of the lipid), and pyranine (inside the liposome), whereas the 
external medium contained K2SO4  (50 mM) and DPX (1 mg/mL). The reaction was 
carried out at 5 oC in an air-tight quartz cell filled with Ar gas.
 ると考えられる。本実験においてリポソーム内外の溶媒には 50 mM の K2SO4 を溶解さ
せており、リポソーム内外には他のイオンと比較して K+  と SO42－ が過剰量存在してい
る。この内、SO42－ は分子としてサイズが大きいため、リポソーム内へ流入することは困
難であると推定される。よって、プロトンの流入に対する対向流として K+  がリポソーム
外への流出し、膜電位平衡を崩している可能性が高い (Figure 10b)。本チャネル活性
試験に用いたリポソームには、K+ イオノフォアである valinomycin を総脂質量に対して 
0.2 mol%添加している。Valinomycin は環状ドデカデプシペプチドであり (Figure 5)、
ゲル相の様な密にパッキングした脂質膜は透過できないことが知られているが (64, 
65)、脂質分子とチャネルの隙間等をわずかに透過し、K+ を輸送する可能性がある。
また、K+ のリポソーム外流出の他の原因として、BM2-TMP が形成するチャネルが K+ 
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Figure 10: Schematic drawing of proton and potassium ion conductance through 
channel-incorporated membrane. a: Initial stage, pHi  exhibits a rapid exponential 
decay due to proton influx through the channel but reaches a plateau after build up of 
a transmembrane electrical potential. b: Later stage, pHi  decreases slowly reflecting 
a gradual dissipation of the transmembrane electrical potential, probably due to a 
counterflow of K+ from the liposome interior to the external medium.
(a) (b)
チャネルとしての活性をわずかに有する可能性も考えられる。A/M2 チャネルにおける
K+ の透過能はプロトンの透過能に比して 10 -6－10 -7 倍程度であり、非常に小さいとさ
れているが (66, 67)、BM2 チャネルの K+ 透過能を検証した報告例は無い。いずれに
しても 20 sec 以降の緩やかな pHi の低下は膜電位が平衡に達した後の変化であり、
BM2-TMP のプロトンチャネルとしての活性を直接反映するものではない。これに対し、
膜電位が平衡に達するまでの初期の急激な pHi低下は BM2-TMP のプロトンチャネ
ル活性を直接反映する変化であると考えられる。
　一方、His19 を Ala に置換した H19A 変異体を膜に再構成したリポソームの場合、
pHe が低下しても、初期の急激な pHi 低下はほとんど起こらず、pHi は膜電位平衡に向
かい、緩やかに低下していく様子が読み取れる (Figure 9b)。このことから、BM2-TMP
のプロトンチャネル活性は、His19 を Ala に置換することで大きく減弱することがわかる。
この結果は BM2 の His19 を Cys に変異させるとプロトンチャネル活性が失われたとい
う報告 (12) と矛盾しない。His19 は BM2 の推定膜貫通領域の HxxxW モチーフを構
成するアミノ酸残基であり、A/M2 の His37 と同様にプロトンチャネルの活性化機構に
おいて重要な役割を持つ考えられる。一方、His27 を Ala に置換した H27A 変異体を
膜に再構成したリポソームの pHi の時間変化は、野生型のものと比較すると、初期 pHi 
低下速度は遅いがほぼ同様の挙動を示した (Figure 9c)。このことより、His27 はプロト
ンチャネルの活性化に必須ではない可能性が示された。
　W23F 変異体を膜に再構成したリポソームの pHi の時間変化は、野生型および His
変異体とは明らかに異なっている。pHi は pHe の低下に伴って急激に低下するが、さら
にその後も pHi は大きく低下し続ける (Figure 9d)。先の野生型の場合と異なり、膜電
位平衡に達すると考えられる pHi 6.0 付近を下回っても pHi は低下し続ける。膜電位が
平衡化しないことから、W23F 変異体がリポソーム膜上に形成する構造物により、リポソー
ム内へ流入するプロトンに対して十分に高い速度で、K+ がリポソーム外へと流出して
いることがわかる。つまり、W23F 変異体がリポソーム膜上に形成する構造物はプロトン
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選択的なチャネルではないといえ、Trp23 は BM2 チャネルにプロトン選択性を与える
役割を持つということがわかった。この結果は BM2 の Trp23 を Cys に変異させるとチャ
ネルのプロトン選択性が失われたという報告 (12) と矛盾しない。
 
1-2. プロトンチャネル活性の pH 依存性
　BM2-TMP のプロトンチャネル活性に与える His 残基のプロトン化状態の影響を検
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Figure 11: The proton concentration in the liposomal compartment ([H+]i ) is plotted 
as a function of time for a typical run of the assay using wild-type BM2-TMP. A 
POPE/POPS liposome suspension (250 μL) containing BM2-TMP (0.625 μM) was 
injected into an external medium (2,250 μL), and [H+]i was caluculated from the pHi 
value determined from the pyranine fluorescence. The liposome suspension 
contained K2SO4  (50 mM), valinomycin (0.2 mol% of the lipid), and pyranine 
(inside the liposome), whereas the external medium contained K2SO4  (50 mM), 
DPX (1 mg/mL). The pH of channel preparation (the pH of liposome suspension 
before injection into an external medium) was 6.38 and the external pH (pHe) was 
4.82. The reaction was performed at 5 oC under an atmosphere of Ar. The solid 
curve in the inset shows a fit of the [H+]i data to Eq. 3 and a broken line indicates v i, 
from which the proton conductance G was calculated using Eq. 4. 
証するため、種々の pH における BM2-TMP の活性を定量化した。活性の定量化に
は、(4) 式で定義したプロトンコンダクタンス G値を用いた。G値の算出のためには、ま
ず、pHe を低下させたときの pHi の時間変化を [H+]i の時間変化に換算し、(3) 式にあ
てはめる必要がある。Figure 11 に、pH 6.38 にて野生型 BM2-TMP を膜に再構成した
リポソームの pHe を 4.82 に低下させた場合の [H+]i (左縦軸)、pHi (右縦軸) の時間変
化の実測値 (Figure 9a に対応する)、およびその近似曲線を示した。近似曲線のパラ
メーターに含まれる vi を用いて G値を算出した。さらに、同様の測定、解析を種々の
pH (5.5－8.5) にて調製したリポソー ムについて行った。算出した G値を、野生型
BM2-TMP、H19A 変異体、H27A 変異体についてそれぞれ、調製時の pH に対しプ
ロットを行ったものを Figure 12 に示した。なお、本活性試験において算出した G値の
pH 依存性の検証には、活性試験中は一定の値に保たれる pHe や、pHe 値に次第に
近づく pHi ではなく、リポソーム調製時の pH を用いた。
　Figure 12 からわかるように pH 7.5 以上のアルカリ性条件下にて BM2-TMP を膜に
再構成したリポソームの vi値は、酸性のものと比べて非常に小さくなり、G値は無視で
始時における環境の pH (pHe, pHi ) により即座に変化してしまうとすれば、アルカリ性
pH で調製したリポソームにおいても、リポソームを酸性外部溶液に注入した際に直ち
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Figure 12: Plots of the proton 
conductance G  as a function of the 
pH of channel preparation for 
trnasmembrane channels formed by 
wild-type BM2-TMP and its H19A 
and H27A mutants (peptide/lipid 
ratio, 1/320). The dashed vertical line 
indicates the midpoint of transition. 
The uncertainty given is twice the 
standard error. 
にチャネルが開口し、プロトン流入は無視できないレベルで起こる筈である。よって、
膜に再構成されたチャネルの開閉状態は、少なくともチャネル活性試験の反応開始
においては、外部溶液に注入する直前の pH により決まると考えられる。近年、X 線結
晶構造解析により明らかになった A/M2 チャネルの原子レベルでの構造において、チャ
ネルの膜貫通領域を構成する各サブユニットの配置は開口状態と閉口状態で大きく
異なる (46)。このことから、BM2 チャネルにおいても、開口状態と閉口状態の間の遷
移には、周辺の脂質分子を巻き込む大幅な再編成が必要である可能性が高い。本活
性試験は 5 ℃の低温条件下にて行っているため、このような低温条件では
POPE/POPS リポソームの脂質分子は密にパッキングし、BM2-TMP チャネルの開口状
態と閉口状態の遷移を遅延させるはたらきをしていると考えれる。Figure 13 に、pH 
6.17 にて野生型 BM2-TMP を膜に再構成したリポソームの pHe を 4.86 まで低下さ
せた場合の[H+]i の時間変化の温度依存性を検証した結果を示した。POPE/POPS
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Figure 13: Plots of the proton 
concentration inside the liposome 
([H+]i) against time after injection of 
the liposome into an external medium. 
The pH of the liposome suspension 
(containing 0.625 μM BM2-TMP, 
200 μM POPE/POPS, 50 mM 
K2SO4, 0.4 μM valinomycin, and 
pyranine) was 6.17. The external 
medium contained K2SO4  (50 mM) 
and DPX (1 mg/mL), and its pH after 
injection of the liposome suspension 
(pHe) was 4.86. The reaction was 
monitored at 5 and 30 oC by using 
pyranine fluorescence.
リポソームの脂質膜が液晶相となる 30 ℃における [H+]i の時間変化は、ゲル相とな
る 5 ℃の場合と比較して、リポソーム内部へのプロトン流入が、特に後期において
加速化されている様子が読み取れる。本結果により、BM2-TMP チャネルの開口状態
と閉口状態の間の遷移速度は周囲の脂質分子が形成する膜の状態に影響を受ける
ことが示された。よって、脂質膜がゲル相となる条件で行った本活性試験では、膜に
再構成されたチャネルの反応開始時における開閉状態は、pHe や pHi 値の影響を受
けず、外部溶液に注入する直前の状態を反映しているものと考えられた。
　Figure 12 における野生型の G値のプロットによると、BM2-TMP のプロトンチャネル
活性は pH 6.4 ± 0.1 を転移点として、酸性 pH にて増大することがわかる。それに対し
て、H19A 変異体のプロットからは、酸性 pH における G値は野生型と比較して無視で
きるほど小さいことが読み取れる。酸性側で増大する活性が、His19 の Ala置換により
消失したことから、His19 の存在が BM2 チャネルのプロトンチャネル活性に不可欠で
あることが再び示された。活性は酸性側で増大することから、His19 のプロトン化が pH 
6.4 付近で生じ、それが BM2-TMP チャネル開口の直接の引き金となっている可能性
が高いといえる。また、H27A 変異体のプロットからは、His27 を Ala に置換しても
BM2-TMP は pH 6.4 ± 0.1 を転移点として酸性側にて上昇するプロトンチャネル活性
を有することがわかった。しかし、十分酸性側における G値を比較すると、H27A 変異
体によるチャネルのプロトンコンダクタンスは野生型に対して 60%程度であった。この
ことより、His27 は BM2 チャネルの活性化には直接関与しないが、活性そのものを増
強している役割を持つと考えられる。
2. CD スペクトルの pH 依存性
　BM2-TMP チャネルの二次構造を検証するため、BM2-TMP を膜に再構成したリポ
ソームについて、pH 4.5－9.5 の範囲の種々の pH で CD スペクトルの測定を行った。
なお、ペプチド/脂質のモル比はペプチドに由来するスペクトル情報を精度良く引き出
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すために、プロトンチャネル活性試験より高い 1/20 とした。Figure 14A に pH 5.49－
9.03 の種々の pH で測定した野生型 BM2-TMP の CD スペクトルを示した。全てのス
ペクトルは 193 nm付近に正の CD、210、222 nm付近に負の CD を示しており、BM2-
TMP は脂質膜再構成下において pH によらず α-Helix 構造をとっていることが分かっ
た (68)。また、一連の CD スペクトルについて pH 依存性を検証すると、pH の上昇に
伴って、222 nm付近のモル楕円率の絶対値が増大する様子が読み取れた。また、全
ての CD スペクトルにおいて pH に依存せず一定のモル楕円率を示す点、すなわち等
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Figure 14: CD spectra of (A) wild-type and its (B) H19A, (C) H27A, and (D) 
W23F mutants incorporated into POPE/POPS liposomes (peptide/lipid molar ratio, 
1/20). The pH of the sample was varied from alkaline to acidic as indicated and the 
spectra were recorded at room temperature. An upward arrow at 199 nm in panel A 
indicates the position of an isodichroic point. In the inset of each panel, the molar 
ellipticity at 222 or 210 nm ([θ]222  or [θ]210  ) is plotted against pH. The dashed 
vertical line indicates the midpoint of transition.
CD点は 199 nm 付近に見られた (Figure 14A, 上向き矢印)。等 CD点はモル楕円率 
0 の軸と重なっていないことから、BM2-TMP の CD スペクトルの pH 依存的な変化は
スペクトル形状の変化であり、単に濃度が変動することによりあらわれる強度の変化で
はないということがわかった。
　CD スペクトル形状の pH 依存性を検証するため、222 nm におけるモル楕円率 
([θ]222 ) を pH に対してプロットしたところ、[θ]222 は pH 6.5、7.6 の 2 点を転移点として
変化しており、変化の度合いは pH 6.5 の方が pH 7.6 より大きいということがわかった 
(Figure 14A, 挿入図)。pH 6.5、7.6 を pKa として構造変化を起こす可能性のあるアミノ
酸残基は BM2-TMP においては His 残基しか存在しないため、CD スペクトルの pH
依存的な形状変化の原因は His19 と His27 のどちらか、もしくは双方のプロトン化状
態の変化であると考えられる。そこで、His 残基の Ala置換が CD スペクトルの pH 依
存性に与える影響を検証した。その結果、H19A 変異体の CD スペクトルは pH 依存
性を示さず (Figure 14B)、H27A 変異体の CD スペクトル形状は pH 6.6 の 1 点のみを
転移点として変化することがわかった (Figure 14C)。これらのことより、脂質膜再構成
下の BM2-TMP の pH 依存的な CD スペクトル形状変化は、pH 6.5 付近を転移点とし
た His19 のプロトン化と pH 7.6 付近を転移点とした His27 のプロトン化の双方により誘
起されていたことがわかった。また、H19A 変異体は pH 依存的な CD スペクトル形状
変化を起こさなかったことから、His19 の Ala への変異がチャネルの構造を硬くする可
能性が示唆された。
　222 nm におけるモル楕円率は通常、タンパク質中の α-Helix 構造の含有量を見積
もる指標として使われる (68)。また一方で、タンパク質中の Trp 残基と周辺環境の相
互作用がインドール環の Bb 吸収帯 (～220 nm) に影響を与え、222 nm付近に誘起
CD となってあらわれる例も報告されている (69)。さらに、Salom らは A/M2 の膜貫通
領域に対応するペプチド M2-TMP の CD スペクトルを測定し、M2-TMP の四量体化
や抗 A 型インフルエンザ薬であるアマンタジンの結合により 223 nm付近の負の CD
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強度が増大することを報告している (70)。また同報告によると M2-TMP は pH の低下
により CD強度の絶対値を減弱させており (70)、BM2-TMP において本実験で観測さ
れた結果と同様である。以上のことを踏まえると、脂質膜再構成下の BM2-TMP の pH
依存的な CD スペクトル形状変化が、どのような構造変化に由来しているのかを正確
に判定することは困難であるといえる。
　W23F 変異体を膜に再構成したリポソームの CD スペクトルは、野生型および His 変
異体の CD スペクトルとは様相が大きく異なっている (Figure 14D)。pH 8 以上のアル
カリ性 pH においては、210、222 nm にダブルミニマムを有するような α-Helix 構造に
特徴的なスペクトル形状であるが、pH が 8 以下になると次第に変形し、pH 6 以下に
おいては構造を判定できないようなスペクトル形状になった。pH の低下に伴う CD ス
ペクトル形状の変化はチャネル構造の不安定化を反映していると考えられる。CD スペ
クトル形状の pH 依存性を検証するため、pH による変化が最も大きい 210 nm におけ
るモル楕円率 ( [θ]210 ) を読み取り、pH に対してプロットした (Figure 14D、挿入図)。こ
のプロットによると、脂質膜再構成下の W23F 変異体の構造は pH 7.8 付近から不安
定化し始め、pH 6 以下において不安定化はほぼ完了している。つまり、構造の不安
定化は His27 のプロトン化を契機として起こり、His19 のプロトン化によりさらに加速さ
れるということが示唆された。BM2 チャネルの膜貫通領域において His がプロトン化す
れば、四量体構造中のサブユニット間の電気的反発が起こることが推察される。このこ
とから、Trp23 は BM2 の膜貫通領域において、His 残基のプロトン化によるサブユニッ
ト間の電気的反発をインドール環の pi電子により抑制し、チャネルの構造を安定化す
る役割を持つという可能性が考えられる。また、四量体構造の崩壊によりリポソーム膜
にプロトンチャネルとは異なるポアが形成されるとすれば、上述のチャネル活性試験に
おいて W23F 変異体はプロトン選択性を示さなかったという結果と矛盾しない (Figure 
9d)。
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3. BM2-TMP の蛍光に与えるカチオン-pi 相互作用の影響
3-1. BM2-TMP の蛍光スペクトルの pH 依存性
　Trp 残基はインドール環を側鎖に持つアミノ酸最大の発色団であり、紫外光により励
起すると強い蛍光を発する (71)。Figure 15A に野生型 BM2-TMP を再構成した
POPE/POPS リポソーム (ペプチド/脂質はモル比で 1/20) について、pH 4.98－8.91 の
範囲の種々の pH で測定した 280 nm励起蛍光スペクトルを示した。測定した全ての
蛍光スペクトルには、338 nm にピークを持つ Trp23 由来の蛍光が検出された (71)。ま
た、400 nm より長波長領域には、414、347 nm に弱いピークを持つ Trp23 のリン光に
由来すると考えられる発光が観測された (72)。なお、リン光であると考えられる発光は、
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Figure 15: Emmision spectra of (A) wild-type BM2-TMP and its (B) H19A, and (C) 
H27A mutants incorporated into POPE/POPS liposomes (peptide/lipid molar ratio, 
1/20) and excited at 280 nm. The pH of the sample was varied from alkaline to 
acidic as indicated. The strong band peaking at 334-338 nm is due to fluorescence 
from Trp23 and the weak bands between 400 and 450 nm are ascribed to 
phosphoresence. In the right panel (D), the peak intensity of the fluorescence band is 
plotted against pH. The dashed vertical line indicates the midpoint of transition.
BM2-TMP単体や BM2-TMP を含まないリポソームにおいては観測されなかった。通
常、Trp 由来のリン光は溶存酸素による消光を受けるため、水溶液中ではほとんど観
測されない (72)。しかし、BM2-TMP を膜に再構成したリポソームは Ar雰囲気下にて
調製しており、また、脂質膜中の BM2-TMP において Trp23 は推定膜貫通領域に存
在することから溶存酸素による消光を受けなかったため、リン光が検出された可能性
が高い。
　BM2-TMP の蛍光スペクトルの pH 依存性を見ると、Trp23 に由来する蛍光はピーク
波長を 338 nm に保ったまま、pH の低下に伴って蛍光強度を減弱させていることがわ
かる。Trp 由来の蛍光のピーク波長は、インドール環側鎖が曝されている環境の極性
や可動性を反映してシフトすることが知られているが (71)、ピーク波長が変化しないこ
とから BM2-TMP の Trp23 にはそのような環境の変化は生じていないと考えられる。
Figure 15D に 338 nm の蛍光強度を pH に対してプロットしたものを示した。これによる
と、Trp23 由来の蛍光は pH の低下に伴い、pH 6.5 を転移点として弱く、pH 7.6 を転
移点と し て強く消光 さ れ て い ること がわかった 。 His19A 変異体  (Figure 15B, 
D)、His27A 変異体 (Figure 15C, D) についても同様の測定、解析を行ったところ、
His19 を Ala に置換することで pH 6.5 付近の弱い消光が、His27 を Ala に置換するこ
とで pH 7.6 付近の強い消光がそれぞれ消失した。したがって、pH 6.5 付近を転移点
とした弱い消光は His19 のプロトン化により、pH 7.6 付近を転移点とした強い消光は
His27 のプロトン化によりそれぞれ誘起されていたということがわかった。BM2-TMP の
蛍光スペクトルにより示された His19、His27 のプロトン化/脱プロトン化の pKa値は、
BM2-TMP の CD スペクトルから得られた pKa値と一致する。
　プロトン化した His が Trp と近接することにより Trp 由来の蛍光が消光される例は、
M2 における His37 と Trp41 (43)、枯草菌由来のリボヌクレアーゼの一種である
barnase における His18 と Trp94 (73)、および同一へリックス内で His と Trp が近接する
よう合成された WxxxH モチーフを有するモデルペプチド (52) において報告がなされ
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ている。蛍光の消光は、電子励起状態にある Trp 残基のインドール環側鎖と His 残基
のプロトン化されたイミダゾール環側鎖との間の直接の相互作用により誘起されると考
えられるが (71)、barnase の X 線結晶構造解析で示されるように (74)、相互作用が起
きるためにはインドール環とイミダゾール環の間の距離は近接している必要がある。正
に荷電したイミダゾール環とインドール環の pi電子の間の相互作用は、タンパク質を
含む様々な分子の機能、構造に影響を与える非共有結合性の相互作用であるカチオ
ン-pi 相互作用 (75, 76) の一種であると考えられる。以上のことより、リポソーム中の
BM2-TMP において、プロトン化した His19 と His27 の双方のイミダゾール環は Trp23
のインドール環の pi電子と近接し、カチオン-pi 相互作用している可能性が強く示唆さ
れた。
　His は Trp とカチオン-pi 相互作用すると、プロトン化状態にあるイミダゾール環が Trp
のインドール環の pi電子によって安定化されるため、pKa値が通常の水溶液中におけ
る値 (～6.5) より高くなる (77)。実際、Trp とカチオン-pi 相互作用すると考えられる His
の pKa値は、barnase の His18 において 7.75 (73, 77)、 WxxxH モチーフを有するモデ
ルペプチドにおいて 7.01 (52) であると報告されている。本実験結果によると、BM2-
TMP における His27 の pKa値は 7.6 付近であり、これらの報告と矛盾しない。一方、
A/M2 において Trp41 とカチオン-pi 相互作用する His37 の pKa値は、通常の水溶液
中における値より低い 5.7 付近であると報告されているが (34)、M2 チャネルの四量体
構造において各サブユニットの等価な 4 つの His37 は中性条件下、互いに水素結合
ネットワークを形成して脱プロトン化状態を安定化していることが原因であると考えられ
る (Figure 3b) (42)。BM2-TMP における His19 は、このようなサブユニット間の相互作
用が A/M2 の His37 よりも弱いため、その pKa値は 6.5 付近に止まっていると考えられ
る。
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3-2. IE18C6 の蛍光スペクトルの K+濃度依存性
　BM2-TMP における Trp23 由来の蛍光は His19、His27 のプロトン化により消光され
ることから、His19、His27 の双方と Trp23 はカチオン-pi 相互作用する可能性が強く示
唆された。しかし、これまでにプロトン化した His による Trp 蛍光の消光とカチオン-pi 相
互作用を関連付けた報告はない。カチオン-pi 相互作用がインドール環の電子状態に
与える影響については、Okada らにより、モデル化合物 IE18C6 の紫外吸収およびラ
マンスペクトルを基に報告がなされている (34)。IE18C6 は 2 つのインドール環とクラウ
ンエーテル (diaza-18-crown-6) から成る化合物で、クラウンエーテルが K+ をトラップす
ることにより、インドール環が K+ をはさむように構造変化する (Figure 6) (54)。Okada ら
が測定した紫外吸収スペクトルによると、IE18C6 と K+ が複合体を形成することにより、
IE18C6 のインドール環の Bb 吸収帯は長波長シフトし強度が減弱する(34)。
　Trp 由来の蛍光の消光は、プロトン化した His に限らずカチオン-pi 相互作用そのも
のに誘起されるものなのかを検証するため、本研究においても IE18C6 を合成し、K+ と
のカチオン-pi 相互作用がインドール環由来の蛍光に与える影響を調べた。まず、
Figure 16 に K+ 存在下 ([K+]/[IE18C6] はモル比で 2.5 )、非存在下の IE18C6メタノー
ル溶液の紫外吸収スペクトル (実線、破線) とその差スペクトル (点線) を示した。差ス
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Figure 16: UV absorption spectra of 
IE18C6 in the absence and presence 
(250 μM) of K+ . The crown ether 
derivative was dissolved in methanol 
at a concentration of 100 μM. The 
dotted line shows the effect of K+ 
binding amplified by a factor of 10.
ペクトルのパターンは、IE18C6 と K+ が複合体を形成することにより、インドール環の
Bb遷移に由来する吸収帯の長波長シフトと強度減弱が起こることを示しており、これは
既報と矛盾しない (32)。なお、BM2-TMP を膜に再構成したリポソームの紫外吸収ス
ペクトルの測定も試みたが、リン脂質や緩衝液、DTT に由来する吸収の妨害により、
Bb吸収帯の長波長シフトと強度減弱の確認は困難であった。
　Figure 17 に K+ 存在下 ([K+]/[IE18C6] はモル比で 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0)、非存
在下の IE18C6 メタノール溶液の 280 nm励起蛍光スペクトルを示した。蛍光スペクト
ルには 338 nm をピーク波長とするインドール環由来の蛍光が強く現れた。だが、
IE18C6 が K+ と複合体を形成しても、インドール環由来の蛍光の消光は起こらず、
逆に若干の強度増大が観測された (Figure 17, 挿入図)。本結果から、K+ とインドー
ル環のカチオン-pi 相互作用によっては、インドール環由来の蛍光は消光されない
こと がわかった 。 つ ま り 、 BM2-TMP の Trp23 由 来 の 蛍 光 が プ ロ ト ン 化 し た
His19、His27 により消光したという実験結果のみでは、カチオン -pi 相互作用の存
在を立証するのに十分ではないことが示された。
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Figure 17: Emission spectra of 
IE18C6 in the absence and presence 
(6.25 37.5 μM) of K‐ + exceted at 
280 nm. The crown ether derivative 
was dissolved in methanol at a 
concentration of 12.5 μM. In the 
inset, the peak intensity of the 
fluorescence band is plotted against 
the [K+]/[IE18C6] molar ratio.
4. BM2-TMP のラマンスペクトルの pH 依存性
　M2-TMP が形成するプロトンチャネルに関する研究でも実証されているように (34)、
紫外波長域のレーザーを用いた共鳴ラマン分光法は、Trp の構造や相互作用に関す
る情報を選択的に得ることのできる有用な手法である。カチオン -pi 相互作用により生
じるインドール環の Bb 吸収帯の変化は、229 nm励起および 244 nm励起紫外共鳴ラ
マンスペクトルでのバンド強度により顕著に反映されることが報告されている
(34)。BM2-TMP における Trp23 に関する情報を得るため、BM2-TMP を膜に再構成
した POPE/POPS リポソーム (ペプチド/脂質はモル比で 1/20) について、ラマンスペク
トルの測定を行った。励起波長に用いた 229 nm は Trp の Bb 吸収帯に近接しており、
Trp の各種振動モードに由来するラマンバンド (78) のうち、特に Bb遷移に共鳴するも
のが特に増強されることが期待される (79)。
　Figure 18A に、野生型 BM2-TMP およびその His 変異体について、酸性およびア
ルカリ性条件下で測定したラマンスペクトルを示した。内部強度標準として添加した
NO3－ に由来する 1048 cm－1 のラマンバンドを除く全てのラマンバンドは、Trp のインドー
ル環の各種振動モードに由来するものであった (78)。全てのペプチドのラマンスペク
トルにおいて、Bb 吸収帯に共鳴する W3、W16、W17、および W18バンドは酸性条件
下においてアルカリ性条件下より強度が増大した。ラマン散乱強度の pH 依存性をより
詳細に検証するため、それぞれのペプチドをリポソームの膜に再構成した試料のラマ
ンスペクトルを種々の pH において測定した。得られた各ラマンスペクトルにおいて最
も強く観測される W16バンドの強度 (IW16) を、内部強度標準として添加した NO3－ に
由来する 1048 cm－1 のラマンバンド強度 (I1048) で割り、その比を pH に対してプロット
した (Figure 18B)。IW16 / I1048 の値は野生型 BM2-TMP では pH 6.3、7.6 の 2 点を転移
点として、H19A 変異体と H27A 変異体はそれぞれ pH 7.6、6.3 の 1 点を転移点とし
て、pH の低下に伴って増大した。したがって、野生型 BM2-TMP の pH 7.6 を転移点
としたラマンバンド強度増大は His27 のプロトン化により、pH 6.3 を転移点としたラマン
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バンド強度増大は His19 のプロトン化により誘起されているといえる。なお、本結果より
示唆される His19 の pKa値 (6.3) は、これまでの CD および蛍光スペクトルから得られ
た pKa値 (6.5) よりわずかに小さい値であるが、これは実験上の誤差範囲内である (± 
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Figure 18: (A) Raman spectra of (a) wild-type BM2-TMP and its (b) H19A and (c) 
H27A mutants incorporated into POPE/POPS liposomes (peptide/lipid molar ratio, 
1/20) at acidic and alkaline pH as indicated. The Raman scattering was excited at 
229 nm. The 1048 cm-1  band is due to NO3  ‐ added as an internal intensity 
standard. All the other bands are assigned to Trp23. (B) The peak intensity ratio of 
the W16 and 1048 cm-1  bands (IW16/I1048) plotted against pH. The dashed vertical 
line indicates the midpoint of transition.
0.2)。
　Trpバンドのラマン強度は、一般にインドール環の環境の疎水性が増大したときか、
または疎水性環境下で水素結合が増強したときに増大することが知られている (80, 
81)。880 cm－1 付近にみられる W17バンドの波数は Trp側鎖の N1－H位での水素結
合状態を反映するとされているが (81, 82)、このバンドに波数シフトが観測されなかっ
たことより、pH 変化に伴い水素結合状態が変化した可能性は低いといえる。また、
1364 cm－1 と 1342 cm－1 付近の W7 ダブレットバンドにおける 1364 cm－1  の強度 
(I1364) と 1342 cm－1  の強度 (I1342) の比 ( I1364 / I1342) も疎水性が増すことにより増大する
ことが知られているが (81, 83)、I1364 / I1342 にもまた pH 依存性は観測されなかった。こ
のことから、pH 変化に伴い環境の疎水性が変化した可能性も棄却できる。上述の
BM2-TMP の蛍光スペクトルにおいて、Trp23 由来の蛍光のピーク波長シフトが観測さ
れなかったことからも (Figure 15)、pH により環境の疎水性が変化する可能性は否定さ
れており、本結果と矛盾しない。以上のことから、Bb遷移に共鳴するラマンバンドの強
度が pH低下に伴って増大した原因は、BM2-TMP の Trp23 の曝されている環境の変
化ではなく、2 つのプロトン化した His と Trp23 の間でのカチオン-pi 相互作用に由来し
ていると考えられる。Figure 16 に示したように、インドール環のカチオン-pi 相互作用に
伴い、Bb 吸収帯は長波長シフトと強度減弱を起こす。この吸収帯の変化は、229 nm
のような、Bb遷移のピーク波長 (～220 nm) よりわずかに長波長側で励起したラマンス
ペクトルにおいて、Bb遷移に共鳴する Trp ラマンバンドの強度増大としてあらわれる 
(32, 84)。以上のことから、pH 7.6 を転移点とした Trp23 のラマンバンド強度増大は
His27 と Trp23 間のカチオン-pi 相互作用に、また pH 6.3 を転移点とした Trp23 のラマ
ンバンド強度増大は His19 と Trp23 間のカチオン-pi 相互作用に由来している可能性
が高い。ラマンスペクトルにおいて観測された pH 依存性は、先の Trp23 由来の蛍光
の消光の pH 依存性と一致しており、本結果は、Trp の消光はプロトン化した His との
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カチオン-pi 相互作用により起こっていたことを支持する結果である。
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考察
 
　本研究では、BM2 の推定膜貫通領域の配列を含むモデルペプチド BM2-TMP を
膜に再構成したリポソームを試料として、BM2-TMP によるプロトンチャネルの活性と構
造を調べた。その結果、以下のことが明らかとなった。まず、POPE/POPS リポソームの
膜に再構成した BM2-TMP は、全長の BM2 と同様に、酸性 pH にて活性化されるプ
ロトンチャネルを形成した (12)。この BM2-TMP が形成するプロトンチャネルは、His19
を Ala に置換することで活性のほとんどが失われ、また、Trp23 を Phe に置換すること
でプロトン選択性が失われた。一方、His27 を Ala に置換した BM2-TMP はプロトンチャ
ネルとして機能するが、その開口状態におけるプロトンコンダクタンスは野生型の 60%
程度まで減少した。さらに、野生型 BM2-TMP および His 変異体の活性および各種ス
ペクトル測定により得られた分光学的パラメーター (モル楕円率、蛍光ピーク強度、ラ
マンバンド強度) は pH 依存的に変化した。その転移点を Table 1 に示したが、これに
よると野生型の pH 6.5 付近における転移点は H19A 変異体において消失し、pH 7.6 
付近における転移点は H27A 変異体において消失している。このことから、His19 は
pKa を 6.5 付近に、His27 は pKa を 7.6 付近に有することがわかった。また、His19、
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Table 1: pK values of channel activity, molar ellipticity, Trp fluorescence intensity, 
and Trp Raman intensity of wild-type BM2-TMP and its His mutants. 
6.4 ± 0.1
6.5
6.5
6.3
‐
7.6
7.6
7.4
6.4 ± 0.1
‐
6.6
6.6
‐
7.6
7.6
7.6
Wild-type
channel activity
molar ellipticity
Trp fluorescence intensity
Trp Raman intensity
H19A mutant H27A mutant
a a
a
a No detectable transition.
His27 はプロトン化すると双方とも、Trp23 の pi電子とカチオン-pi 相互作用し、チャネ
ルの構造をわずかに変化させた。このうち HxxxW モチーフに含まれる His19 と Trp23
のカチオン-pi 相互作用は BM2-TMP プロトンチャネルの活性化と同期し、WxxxH モ
チーフに含まれる His27 と Trp23 のカチオン-pi 相互作用は開口状態のチャネルの活
性を増強することがわかった。また、Trp23 はプロトン選択性の高いチャネルの構造を
安定化する役割を持つことが明らかとなった。
　まず、これらの結果は、BM2 の推定膜貫通領域における HxxxW モチーフに含まれ
る His19 と Trp23 は、A/M2 チャネルにおける His37 と Trp41 と同様に (34、39－44)、
プロトンチャネルの活性化機構において重要な役割を持つことを示している。BM2 チ
ネルにおいて、His19 (A/M2 における His37) はプロトン化することにより Trp23 (A/M2
における Trp41) とカチオン-pi 相互作用しており、これがチャネルの管腔のプロトン透
過を制御している。つまり、A/M2 と BM2 はチャネルの開閉状態、プロトン選択性にお
いて、HxxxW モチーフが中心的な役割を担うという点で共通しているといえる。
　一方、A/M2 と BM2 の重要な違いは、BM2 の推定膜貫通領域 (Ile17-Ile25, Figure 
2) を C末端側に延伸すると、近傍に His27 が存在する点である。His27 は Trp23 と 3 
アミノ酸残基を挟んで C末端側に存在し、WxxxH モチーフを形成する。BM2 の膜貫
通へリックスが推定膜貫通領域から C末端側に 2 残基以上延長していれば、His27
は Trp23 と同一へリックス内において、同一側面にて隣接することになり、距離はへリッ
クス 1 周分のピッチである 5.4 Å以内となるため、互いに相互作用することは十分可
能である (52)。実際、His27 と Trp23 の間の相互作用は pH 7.6 付近を転移点とした
Trp23 の蛍光強度、ラマン強度変化としてあらわれた (Figure 15, 18)。この結果は
BM2 の膜貫通へリックスが His27 よりも C末端側まで延伸している可能性を示してい
る。M2-TMP およびその類縁体の原子レベルでの構造は近年、NMR と X 線結晶構
造解析により明らかにされた (Protein Data Bank accession code,  2RLF and 
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3BKD) (45, 46)。Figure 19 に、NMR により解明されたミセル中での構造を示した
(45)。これによると、A/M2 チャネルの膜貫通へリックスは膜貫通領域とされる配列の C
末端である Leu43 から少なくとも 3 残基以上は延伸している。したがって、BM2 の膜
貫通へリックスが His27 まで延伸するということも十分に考えられる。これらのことを踏ま
えて、開口状態の BM2 チャネルの構造のモデルを構築した (Figure 20)。このモデル
において Trp23 は 2 つの His 残基とカチオン-pi 相互作用している。このうちWxxxH
モチーフに含まれる His27 と Trp23 の相互作用は同一へリックス内で、HxxxW モチー
フに含まれる His19 と Trp23 の相互作用は A/M2 の場合と同様、隣接するへリックスと
の間で起こっている (45, 46)。また、プロトンは通常、N末端から C末端へと輸送される
と考えられる (11, 12)。
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Figure 19: NMR structure of the M2 
proton channel of the influenza A virus in 
the transmembrane region and its 
extension to the C-terminal side  viewed 
from a position perpendicular to the 
channel lumen. The atomic coordinates 
were taken from the Protein Data Bank 
(accession code, 2RLF). 
　チャネル活性試験において、BM2-TMP の His27 を Ala に置換すると、チャネル開
口状態におけるプロトンコンダクタンスが 60%程度まで低下したことから (Figure 
13)、His27 が BM2 チャネルの活性に対して重要な役割を有することが示唆された。
近年、Ma らにより網羅的に BM2 の各種 Cys 変異体に対して電気生理学的手法を適
用した機能解析がなされたが (51)、この報告によると His27→Cys 変異体の形成する
プロトンチャネルの活性は野生型 BM2 の 70%程度であり、本結果と概ね矛盾しない。
BM2 の His27 は A/M2 の配列における Arg45 に対応する (Figure 2, 19)。Arg45 は
pKa値が 12.5 付近であるグアニジノ基を有し、広い pH範囲において正に帯電してい
ることより、プロトン化状態にある His27 と性質が類似しており、同様の役割をしている
可能性が考えられる。しかし、ミセル中、または結晶中における M2-TMP の原子レベ
ルでの構造によると、Arg45 は隣接するサブユニットの Asp44 と塩橋を形成しており 
(Figure 2, 19)、これはへリックス間の相互作用として A/M2 の四量体チャネル構造を安
定化することに貢献していると考えられている (45, 46)。A/M2 の配列における Asp44
は BM2 の配列における Gly26 に対応するが (Figure 2)、Gly26 は酸性アミノ酸ではな
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Figure 20: Model for the BM2 proton 
channel in the transmembrane region 
viewed from a position perpendicular to 
the channel lumen. The double arrows 
indicate the His19-Trp23 and His27-
Trp23 cation-pi  interactions. The former 
interaction triggers the opening of the 
gate and the latter enhances the channel 
activity.
いため、His27 と塩橋を形成することはできない。また、本研究から得られた BM2-
TMP の蛍光、ラマンスペクトルの結果は His27 は同一へリックス内において Trp23 と
相互作用する可能性を強く示唆している。以上のことから、His27 は A/M2 の Arg45 の
ようにへリックス間相互作用により四量体チャネル構造を安定化する役割を持つ可能
性は低いといえる。
　これまでの BM2 チャネルに関する電気生理学的研究により、Trp23 の存在はプロト
ンの透過性やカチオン選択性に重要であることが示されている (12)。このことから、
Trp23 のわずかな位置や配向の相違がチャネル活性の強弱に対して影響を及ぼす可
能性は十分に考えられる。His27 はプロトン化したイミダゾール環で Trp23 のインドー
ル環の pi電子とカチオン-pi 相互作用するが、これにより His27 は Trp23 の位置、もしく
は配向を調整する役割を持つと考えられる。つまり、His27 は BM2 チャネルにおいて
C末端側の膜外からチャネル活性の修飾因子として働いている可能性が考えられる。
Mould らの報告によると、BM2 チャネルを発現させたアフリカツメガエル卵母細胞は、
A/M2 チャネルを発現させたものと比べて、C末端から N末端へプロトンが透過するこ
とによる強い逆向き電流を発生させる (12)。本研究結果からは逆向き電流の原因につ
いて詳しく議論することはできないが、His27 の有無は BM2 と A/M2 の大きな違いで
あり、逆向き電流が発生する機構に His27 が関与する可能性も考えられる。BM2 プロ
トンチャネルの詳細については不明な点もあるが、His19、Trp23、His27 の 3 アミノ酸
残基の相互作用がチャネルの活性発現機構において重要な役割を担うことは明らか
である。
　本研究により得られた結果は、BM2 チャネルをターゲットとした新たな抗 B 型インフ
ルエンザ薬の設計において重要な知見となることが期待される。A/M2 チャネルの活
性を阻害することで抗 A 型インフルエンザ薬として薬効を発揮するアマンタジンは、ア
ダマンタン骨格にアミノ基が付加した化合物である (Figure 21)。アマンタジンは N
末端側から A/M2 チャネルに結合し、His37 へプロトンが付加することを抑制すること
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に よ り チ ャ ネ ル 活 性 を 阻 害 す る 
(34)。A/M2 チャネルにおける His37 と同
様、BM2 チャネルの活性化も本研究で明
らかにしたように His19 のプロトン化を引き
金とする。このことから、His19 のプロトン化
を抑制できる化合物は、抗 B 型インフルエ
ンザ薬になると期待される。しかし、アマンタジンは BM2 チャネルの活性を阻害しない。
A/M2 チャネルの原子レベルの構造は明らかとなっているが、それによると HxxxW モ
チーフより N末端側でポアに面しているアミノ酸残基は Val27、Ala30、Gly34 である 
(45, 46)。一方、Ma らは電気生理学的研究により BM2 でポアに面しているアミノ酸残
基は Ser9、Ser12、Phe15、Ser16 であると報告している (51)。A/M2 チャネルでは全て
疎水性アミノ酸であるのに対し、BM2 チャネルにおいてはほとんど極性を有する Ser
であり、このことから BM2 チャネルのポアは A/M2 チャネルのポアと比べて親水性が
高いことが推定される。したがって、例えばアマンタジンのアダマンタン骨格に Ser のヒ
ドロキシル基と水素結合するような原子や官能基を導入すれば BM2 チャネルのポア
で His19 のプロトン化を抑制できる薬物となる可能性がある。また、本研究結果から
His27 は Trp23 の位置、もしくは配向を調整し、チャネル活性の修飾因子として働いて
いる役割が示唆された。His27 の様に、Trp23 に相互作用し、Trp23 の電子状態を変
化させる化合物を開発できれば、これも新たな作用機序の抗インフルエンザウイルス
薬となると考えられる。
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Figure 21: Structure of amantadine
(1-aminoadamantane).
NH2
結論
 
　本研究により明らかになったことは以下の通りである。
　まず、BM2 の推定膜貫通領域を含む 31 残基のペプチド BM2-TMP に対してプロト
ンチャネル活性試験を適用した結果、BM2-TMP は pH 6.4 ± 0.1 を転移点として酸性
pH にて活性化するプロトンチャネルを形成することがわかった。このプロトンチャネル
の活性は His19 を Ala に置換した H19A 変異体においてはほとんど失われ、His27 を
Ala に置換した H27A 変異体においては 60%程度にまで減弱した。また、Trp23 を
Phe に置換した W23F 変異体はプロトン選択性の失われたチャネルを形成することが
わかった。
　また、CD スペクトルを測定して脂質膜再構成下の BM2-TMP の構造を検証した結
果、BM2-TMP は pH によらず α-Helx 構造を形成するが、pKa を 6.5 付近にもつ
His19 と pKa を 7.6 付近にもつ His27 のプロトン化によりチャネルの構造がわずかに変
化することがわかった。一方、Trp23 を Phe に置換した変異体について同様に CD ス
ペクトル測定を行ったところ、pH の低下に伴いチャネルの構造は著しく不安定化する
ことがわかった。このことから、Trp23 がチャネル構造を安定化する役割を持つことが
示された。
　さらに、蛍光、ラマンスペクトルを測定し、脂質膜中の BM2-TMP における Trp23 の
相互作用を検証した結果、His19 と His27 はプロトン化すると双方とも、Trp23 の pi電
子とカチオン-pi 相互作用することが明らかになった。
　以上のことより、His19 と Trp23 のカチオン-pi 相互作用はチャネル開口の引き金とな
る役割を持つこと、His27 と Trp23 のカチオン-pi 相互作用はチャネル活性の増強因子
となることが強く示唆された。
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